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Abstract
Objectives: The inhalation of nitric oxide increases oxygenation by improving the ventilation/perfusion
ratios in neonates with respiratory distress syndrome and those ratios in adults with acute respiratory
distress syndrome. There is evidence that inhaled nitric oxide is ineffective when the lung remains
atelectatic and poorly inflated. This study aimed to enhance nitric oxide delivery by improving lung
aeration by means of exogenous surfactant or by increasing positive end­expiratory pressure.
Design: Experimental, comparative study.
Setting: Research laboratory of a large university.
Subjects: Twenty­eight adult New Zealand white rabbits, weighing 2.7 +/­ 0.3 kg.
Interventions: Lung injury was induced by repeated wholelung lavage with saline. The animals were
mechanically ventilated with a tidal volume of 10 mL/kg, an FIO sub 2 of 1.0, and a positive
endexpiratory pressure of 6 cm H2 O. Forty­five minutes after the last lavage, the animals were
randomly assigned to five groups. In two groups, lung aeration was first increased either by instillation of
a low dose of exogenous surfactant (25 mg/kg) or by increasing the positive end­expiratory pressure to
10 cm H2 O, before inhalation of nitric oxide was started. In each of these animals, five different nitric
oxide concentrations (4 to 20 parts per million) were inhaled for 30 mins, followed by a 30­min washout
period. The other three groups served as controls and received only one treatment protocol: nitric oxide
(4 to 20 parts per million), or surfactant (25 mg/kg), or positive end­expiratory pressure (10 cm H2 O).
Measurements and Main Results: Before and after lavage, blood gases and lung mechanics were
measured every 30 mins. Both strategies to increase lung aeration improved PaO2 values from 61 +/­
13 torr (8.1 +/­ 1.7 kPa) to 200 to 300 torr (26.6 to 39.9 kPa) in 30 mins. After inhalation of nitric oxide,
additional increases of oxygenation were seen only in the animals that received a low dose (25 mg/kg) of
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surfactant. The control group that inhaled nitric oxide showed no significant change in oxygenation, and
four of the six animals did not survive the observation period. In the two groups in which positive end­
expiratory pressure was increased to 10 cm H2 O, half of the animals developed a pneumothorax during
the observation period.
Conclusion: These data indicate that inhaled nitric oxide is able to improve arterial oxygenation after
alveolar recruitment by means of a low dose of exogenous surfactant, and not by increase of positive
end­expiratory pressure from 6 to 10 cm H2 O, in lunglavaged rabbits. (Crit Care Med 1997; 25:1868­
1873)
Key Words: respiratory distress syndrome; pulmonary surfactants; nitric oxide; disease models, animal;
lung; pulmonary gas exchange; respiratory mechanics; critical illness
In 1987, nitric oxide, the endothelium­derived relaxing factor synthesized from L­arginine by the enzyme
nitric oxide synthase, was identified as an important endogenous vasodilator [1]. Inhalation of exogenous
nitric oxide has been shown to be beneficial with respect to reducing pulmonary hypertension and improving
arterial oxygenation in neonates with respiratory distress syndrome (RDS) and in adults with acute
respiratory distress syndrome (ARDS) [2­7]. It is assumed that inhaled nitric oxide rapidly diffuses across the
alveolar barrier to vascular smooth muscle, causing relaxation of the vascular smooth muscle, which, in turn,
causes vasodilation of the pulmonary vessels [8]. Excess nitric oxide that reaches the bloodstream binds
rapidly and avidly to hemoglobin; this binding to hemoglobin eliminates the availability of nitric oxide for
causing systemic vasodilation [8].
Recently, Kinsella and Abman [9] reported that the inhalation of nitric oxide resulted in a limited success in
improving blood gases, especially in newborns with reduced lung compliance. It has been suggested that
the reduced lung volume probably contributes to the decreased efficacy of inhaled nitric oxide by decreased
effective delivery of nitric oxide to the pulmonary vasculature [9,10]. Therefore, it could be expected that
after reaeration of atelectatic lung regions by either exogenous surfactant or by increasing the positive end­
expiratory pressure, the effect of inhaled nitric oxide on oxygenation would be enhanced, as long as a
ventilation/perfusion mismatch is present.
To test this hypothesis, a study was designed in which we investigated the effects of inhaled nitric oxide,
combined either with a low dose of exogenous surfactant or increased positive end­expiratory pressure, on
blood gases in surfactant­depleted rabbits.
MATERIALS AND METHODS
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This study was approved by the local Animal Committee of Erasmus University Rotterdam. Care and
handling of the animals were in accord with the European Community guidelines (86/609/EEG). A total of
28 adult New Zealand white rabbits (IFFA­Credo, Brussels, Belgium), with a mean body weight of 2.7 +/­
0.3 kg, were anesthetized with intravenous sodium pentobarbital (50 mg/kg) via an auricular vein.
Tracheostomy was performed, and an uncuffed endotracheal tube was introduced into the trachea.
Mechanical ventilation with an FIO2 of 1.0 was performed using a ventilator (Servo 300, Siemens­Elema
AB, Solna, Sweden), with volume­controlled mode, tidal volume of 10 mL/kg, positive end­expiratory
pressure of 2 cm H2 O, frequency of 30 breaths/min, inspiration time of 25%, and a pause time of 10%. An
infusion of 2.5% glucose was continuously administered via the auricular vein as a maintenance fluid (5
mL/kg/hr). Anesthesia was maintained with intermittent injection of pentobarbital sodium (5 mg/kg/hr iv);
muscle paralysis was achieved with pancuronium bromide (0.1 mg/kg/hr im). A femoral artery was
cannulated with a polyethylene catheter for continuous blood pressure measurements and for intermittent
blood sampling. Arterial samples were analyzed for blood gases, hemoglobin, and methemoglobin
saturation using conventional methods (ABL­505 and Osm­3, Radiometer, Copenhagen, Denmark). Core
temperature was measured using an esophageal thermistor (Elektrolaboratoriet, Copenhagen, Denmark)
and maintained at 99 +/­ 1[degree sign]F (37 +/­ 0.5 [degree sign] C) by a heating pad.
In all animals, respiratory insufficiency was induced by repeated wholelung lavage (30 mL/kg), according to
the method of Lachmann et al [11]. After the first lavage, positive end­expiratory pressure was increased to
6 cm H2 O (other ventilator settings were not changed) and whole­lung lavage was repeated until PaO2 was
<80 torr (<10.6 kPa). After the last lavage, all animals were ventilated for 45 mins, and after blood gases
were measured, the animals were randomly divided into five groups. The first group (n = 6), received a low
dose of surfactant (25 mg/kg) intratracheally which, 30 mins later, was followed by inhalation of nitric oxide.
Five different concentrations of nitric oxide (4, 8, 10, 16, and 20 parts per million [ppm]) were each inhaled
for 30 mins. The sequence of the five nitric oxide concentrations was randomized for each animal. After
each nitric oxide inhalation for 30 mins, blood gases were measured and nitric oxide was turned off for 30
mins to get a new baseline blood gas value. In another group (n = 6), positive end­expiratory pressure was
increased from 6 to 10 cm H2 O, and, after 30 mins, inhaled nitric oxide was given in the same way as
described above. The other three groups served as controls and received the following treatments: a) nitric
oxide alone in the same way as described above (n = 6); b) 25 mg/kg of surfactant alone (n = 5); or c) a
positive end­expiratory pressure of 10 cm H2 O alone (n = 5).
The surfactant used in this study was a freeze­dried natural surfactant isolated from minced pig lungs, as
previously described [12]. For instillation of the surfactant, animals were disconnected from the ventilator
and received the surfactant suspension (25 mg/mL) directly into the endotracheal tube via a syringe. The
animals were then immediately reconnected to the ventilator (ventilator settings were not changed).
A new prototype ventilator was used (Siemens­Elema AB, Solna, Sweden), with a built­in, computerized,
nitric oxide delivery system, consisting of an additional digital­controlled nitric oxide valve. An on­line
electrochemical sensor was used to continuously measure expiratory nitric oxide and nitric dioxide
concentrations. This system has been used in adult patients with ARDS and has proven to be reliable [5].
Data were collected at the following times: before lavage; 5 and 45 mins after the lavage procedure; and
every 30 mins for 5.5 hrs. In the control group that received nitric oxide only, data were collected for only 5
hrs because there was no lung aeration improvement procedure. At each data collection point, PaO2,
PaCO2, methemoglobin, blood pressures, peak airway pressure, positive end­expiratory pressure, and mean
airway pressures were measured.
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Statistical analysis of the data was performed using the SAS statistical package (SAS Users Guide, 1990,
SAS Institute, Cary NC). Between­group differences for PaO2, PaCO2, mean arterial pressure, mean
airway pressure, and peak pressure were tested with an analysis of variance for repeated time
measurements using the general linear models procedure. In addition, a paired t­test was performed to test
the effect of each nitric oxide concentration on PaO2 within one group. When nitric oxide was switched on
for 30 mins, the mean PaO2 value was compared with the mean baseline PaO2 value that was defined as
the mean PaO2 of both washout periods before and after nitric oxide was switched on. Differences were
accepted as significant at p <or=to .05. For the nitric oxide effects, no adjustments were made for multiple
comparisons.
RESULTS
In a preliminary study (unpublished observations), it was found that giving a dose of 25 mg of surfactant per
kg of body weight or increasing the positive end­expiratory pressure level from 6 to 10 cm H2 O after the
lavage procedure led to an improvement of arterial oxygenation to 50% of the prelavage PaO2 values
(PaO2/FIO2 from 60 to 80 torr [8.0 to 10.7 kPa] to 200 to 300 torr [26.7 to 40.0 kPa]).
In the two groups receiving exogenous surfactant (25 mg/kg), mean PaO sub 2 values increased from 58 +/­
11 torr (7.7 +/­ 1.5 kPa) to 283 +/­ 64 torr (37.6 +/­ 8.5 kPa) in 30 mins (Figure 1). After additional nitric
oxide inhalations, PaO2 further increased and decreased when nitric oxide was switched off. The mean
PaO2 values of the group receiving the combination of surfactant and nitric oxide were significantly higher
compared with the group that received surfactant only (Figure 1). In this last group, PaO2 was maximal at
30 mins after surfactant instillation and decreased over time (Figure 1). PaCO2 and peak airway pressure
decreased directly after surfactant instillation but slowly increased during the following observation period
(Table 1 and Table 3).
 
Figure 1. Mean change in PaO2 values (+/­ SD) for all five groups. Diagonal­striped bar, animals (n = 6) treated
with a low dose of exogenous surfactant (25 mg/kg) and inhaled nitric oxide; horizontal­striped bar, animals (n =
6) treated with a positive end­expiratory pressure of 10 cm H2 O and inhaled nitric oxide; solid bar, animals (n = 6)
treated with inhaled nitric oxide alone. The solid lines indicate two control groups: triangles, animals (n = 5)
treated with a low dose of exogenous surfactant (25 mg/kg) alone; circles, animals (n = 5) treated with a positive
end­expiratory pressure of 10 cm H2 O. lav, 45 mins after the last lavage. To convert torr to kPa, multiply the value
by 0.1333.
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Table 1. PaCO2, mean arterial pressure (MAP), mean airway pressure (Pmean), and peak inspiratory pressure
(Ppeak) in the five
 
Table 3. Table 1 study groups (mean +/­ SD)
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In the two groups in which positive end­expiratory pressure was increased from 6 to 10 cm H2 O, mean
PaO2 values increased from 62 +/­ 15 torr (8.2 +/­ 2.0 kPa) to 239 +/­ 48 torr (31.8 +/­ 6.4 kPa) in 30 mins
(Figure 1). After nitric oxide was inhaled by one of these groups, no significant difference in mean PaO2
values was seen compared with the group that received a positive end­expiratory pressure of 10 cm H2 O
only (Figure 1). In the group receiving the combination of a positive end­expiratory pressure of 10 cm H2 O
and inhaled nitric oxide, mean PaO2 values improved over time but did not decrease when nitric oxide was
switched off. Peak airway pressure and mean airway pressure were significantly higher in the two groups
that received a positive end­expiratory pressure of 10 cm H2 O, as compared with the two surfactant­treated
groups. Half of the animals in both positive end­expiratory pressure groups developed a pneumothorax
during the observation period (Table 1 and Table 3).
There was no change in mean PaO2 values after inhalation of nitric oxide in the group that received nitric
oxide only (Figure 1). In this group, PaCO sub 2 and peak airway pressure increased over time and four of
six animals did not survive the observation period (Table 1 and Table 3). For the three groups that received
nitric oxide, the mean changes of PaO2 per nitric oxide concentration are given in Figure 2. The PaO2
response was higher in the group receiving the combination of surfactant and nitric oxide for each nitric
oxide concentration but there was no difference in PaO2 response to the different nitric oxide concentrations
used (Figure 2). Nonresponse (defined as an increase in PaO2 of <10% above the baseline PaO2 value)
was 27% in the group receiving surfactant and nitric oxide, 93% in the group receiving positive end­
expiratory pressure and nitric oxide, and 58% in the group receiving nitric oxide only.
 
Figure 2. Mean change in PaO2 values (+/­ SD) per nitric oxide concentration for the three different groups that
inhaled nitric oxide. Diagonal­striped bar, animals (n = 6) treated with a low dose of exogenous surfactant (25
mg/kg) and inhaled nitric oxide; horizontalstriped bar, animals (n = 6) treated with a positive end­expiratory
pressure of 10 cm H2 O and inhaled nitric oxide; solid bar, animals (n = 6) treated with inhaled nitric oxide alone.
*Significant improvement of PaO2 due to inhaled nitric oxide (evaluated with a paired t­test by comparing the
mean PaO sub 2 value when nitric oxide was switched on for 30 mins with the baseline PaO2 value). The
baseline blood gas value was defined as the mean PaO2 value of both washout periods, before and after nitric
oxide was switched on. ppm, parts per million. To convert torr to kPa, multiply the value by 0.1333.
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Mean arterial pressure did not change after nitric oxide inhalation in any of the five groups (Table 1 and
Table 3). Methemoglobin concentration remained low (0.3 +/­ 0.1%) and there was no increase after nitric
oxide inhalation in any of the groups. The expired nitric dioxide concentration was never >1 ppm during
nitric oxide inhalation in any of the groups. The expired nitric dioxide concentrations are given in Table 2.
 
Table 2. Expiratory nitric oxide (NO) and nitric dioxide (NO2) concentrations measured with an on­line
electrochemical sensor (mean +/­ SD)
DISCUSSION
The application technique limits the pharmacologic effect of nitric oxide to the aerated regions of the lungs
[8]. Therefore, progressive atelectasis, as seen in severe RDS or ARDS, decreases effective delivery of this
inhalational agent to its site of action in the terminal lung units [7,9,10]. This hypothesis was confirmed by
the results of the present study, in which inhalation of nitric oxide was less efficacious in improving arterial
oxygenation in the control group that received inhaled nitric oxide only, as compared with the group with
prior administration of exogenous surfactant (Figure 2). In congenital diaphragmatic hernia lambs,
Karamanoukian et al. [13] reported that the combination of exogenous surfactant and inhaled nitric oxide is
beneficial to improving arterial oxygenation. They [13] found that inhalation of 80 ppm of nitric oxide for 10
mins did not improve oxygenation without prior administration of surfactant (50 mg/kg). From experimental
and clinical studies [12,14] in neonatal RDS, it is known that instillation of 100 to 200 mg/kg of surfactant
resulted in recruitment of atelectatic lung regions with maximal improvement of arterial oxygenation. In the
present study, we administered a dose of only 25 mg/kg of surfactant, and the results showed that PaO2
improved to 50% of the prelavage values within 30 mins and decreased over time due to diminished
surfactant function (Figure 1). After treatment of late­stage RDS and ARDS with a low dose of surfactant,
transient improvement of PaO2 is attributed to inhibition of the exogenous surfactant by plasma­derived
proteins that are filling the alveolar space due to leakage of the alveoli­capillary membrane [14­16]. In
addition, in the present study, arterial oxygenation was significantly higher during the whole observation
period in the animals that received a combination of surfactant and inhaled nitric oxide, compared with the
group that received a low dose (25 mg/kg) of surfactant only (Figure 1). This result may imply that inhaled
nitric oxide had a therapeutic effect on the lung injury. In patients with acute lung injury, Benzing and
colleagues [17] showed that inhalation of 40 ppm of nitric oxide decreased pulmonary transvascular albumin
flux. The exact mechanism is not yet known, but the authors [17] suggested that the decreased pulmonary
capillary pressure due to inhaled nitric oxide reduced transvascular filtration. Therefore, we speculate that in
our study, inhaled nitric oxide may have decreased the influx of plasma proteins into the alveolar space, and
thereby decreased the inhibition of the low dose (25 mg/kg) of exogenous surfactant, leading to higher
PaO2 values in lung­lavaged rabbits.
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Other strategies designed to recruit atelectatic lungs, such as increased positive end­expiratory pressure,
may be as beneficial as surfactant therapy in the delivery of inhaled nitric oxide to the target cells. In the
present study, arterial oxygenation improved after positive end­expiratory pressure was increased from 6 to
10 cm H2 O but no additional effect of inhaled nitric oxide was seen on PaO sub 2 (Figure 1). Furthermore,
half of the animals of both positive end­expiratory pressure groups developed a pneumothorax during the
observation period, indicating that the peak airway pressures were high (Table 1 and Table 3). From clinical
experience, it is known that one of the benefits of surfactant therapy includes lower peak airway pressures
with reduced risk of barotrauma [14,16], which is confirmed by the results of this study (Table 1 and Table
3). Putensen et al. [18] demonstrated that in dogs with oleic acid­induced lung injury, adequate recruitment
of the lung by a positive end­expiratory pressure of 10 cm H2 O was essential to get an increase in
oxygenation after inhaled nitric oxide administration compared with a control group without positive end­
expiratory pressure. Also, in adult patients with ARDS, Puybasset et al. [7] reported that the effect of nitric
oxide on PaO2 was potentiated by the application of 10 cm H2 O positive end­expiratory pressure. This
potentiation occurred only in patients in whom positive end­expiratory pressure had induced a significant
alveolar recruitment. Thus, it seems realistic to conclude that alveolar recruitment by positive end­expiratory
pressure can also improve the efficacy of inhaled nitric oxide. However, we speculate that in the present
study, the airway pressures used were too high, leading to high intrathoracic pressures that made
vasodilation of the pulmonary vasculature impossible due to inhaled nitric oxide. Therefore, we suggest that
alveolar recruitment induced by exogenous surfactant is more beneficial than increased positive end­
expiratory pressure for improving arterial oxygenation due to inhaled nitric oxide because of the use of lower
airway pressures.
The results of previous clinical observations [5,6,19,20] are controversial concerning the dose­dependency of
inhaled nitric oxide. In the present study, there was no dose­dependent effect of the various nitric oxide
concentrations used (4 to 20 ppm) (Figure 2). Most of the animals had a different nitric oxide concentration
by which the change in arterial oxygenation was maximal. It appears that each lung has its own "optimal"
nitric oxide concentration that probably depends on the severity of the disease process (i.e., atelectasis,
edema). In the present study, low doses of nitric oxide (<20 ppm) were used because of the demonstrated
efficacy of low doses in animal experiments and in patients, and to minimize toxicity [21]. In the presence of
oxygen, nitric oxide is rapidly oxidized to nitrite or nitrates that can induce tissue damage [22]. Also, nitric
oxide reacts with superoxide anions to produce peroxynitrite [22]. Haddad and colleagues [23,24]
demonstrated in vitro that peroxynitrite inhibits pulmonary surfactant function by lipid peroxidation and
damaging surfactant proteins. In the present study, there was no evidence that the surfactant function was
more decreased after inhalation of nitric oxide when compared with the control group that only received
surfactant (Figure 1). Furthermore, severe methemoglobinemia due to inhalation of nitric oxide has been
reported [25]. However, in the present study, no changes in methemoglobin concentrations were observed
with the nitric oxide concentrations that were used during the 30­min inhalation periods.
In the present study, we used the lung­lavage model, which has proved to be a consistent and convenient
model of acute lung injury [11]. Repeated whole­lung lavage produces an acute quantitative surfactant
deficiency. This deficiency, together with conventional mechanical ventilation, leads to severe lung injury
with impaired gas exchange, decreased lung compliance and functional residual capacity, increased
permeability changes of the alveolicapillary membrane with edema, and sustained pulmonary hypertension
[11,12,26]. In the present study, animals were first ventilated for 45 mins after the last lavage before
treatment was started to induce a more severe lung injury. Although an untreated control group was not
used in this study, we [27] have previously demonstrated with the same model that after the lavage
procedure, there is no spontaneous improvement in oxygenation or lung mechanics over a 6­hr period.
Despite the fact that the lung injury in this study is not representative of the pathology seen in humans with
ARDS, this model is ideal for testing interventions that may prove therapeutic for acute lung injury [12,27­
32].
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We conclude that in lung­lavaged rabbits, the effect of nitric oxide on improving oxygenation is superior
when lung aeration is increased with exogenous surfactant rather than with positive end­expiratory pressure.
In neonates with RDS and patients with ARDS, it has been shown that both exogenous surfactant and nitric
oxide increase PaO2 by improving the ventilation/perfusion match [2­6,14,16]. Whereas the inhalation of
nitric oxide improves perfusion of the ventilated areas of the lung, instillation of exogenous surfactant leads
to improvement of the ventilation by reaeration of the atelectatic regions. Therefore, combined therapy of
exogenous surfactant and nitric oxide inhalation could be clinically important, especially in patients with
ARDS. Nevertheless, in terms of our goal of improving oxygenation while diminishing lung injury, it remains
unclear whether a low dose of surfactant plus inhaled nitric oxide is more optimal than a high dose of
surfactant.
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